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論 文 内容 の 要 旨
'天 然 に数 多 く存在 す るイ ソプ
レノイ ド化 合物 は、 メバ ロ ン酸 代謝 経 路 にお い て生 合成 さ
れ る。そ の経 路 上 の分 岐 点 に位 置す る炭素 数15の フ ァル ネ シル ニ リン酸(FPP)からは コ レ
ス テ ロー ル 、 ファル ネ シル 化(F化)および ゲ ラニル ゲ ラニ ル化(GG化)タンパ ク質 、 ドリコ
ール 、ユ ビキ ノ ン、ヘ ムaへ の 代謝 が 明 らか に され て い る。 そ の 中 のGG化 タンパ ク質 へ
の代 謝 経路 で は第 一 中間体 と してゲ ラニル ゲ ラニ ル ニ リン酸(GGPP)が存在 し、このGGPP
は タ ンパ ク質 の プ レニル 化 修飾 の前駆 体 と してGG化 タンパ ク質 に代 謝 され る。GG化 タ
ンパ ク質 に は、シ グナル 伝 達 に 関わ る三量 体GTP結 合 タンパ ク質 、細 胞骨 格 に 関わ るRho、
Racタンパ ク質 、 小胞 輸送 に関 わ るRabタ ンパ ク質 が明 らか に され て きてい る。
FPPとGGPPは 炭 素鎖 長ClsとC20のプ レニ ル ニ リン酸 とい う点 で 同様 の骨 格 構造 で あ
り、全 トラ ンス プ レニル鎖 延 長 酵 素 フ ァ ミ リー に 当た るFPP合 成 酵 素(FPS)とGGPP合成
酵 素(GGPS)の触媒 作 用 に よ りそれ ぞ れ合 成 され る。この鎖 延 長酵 素 作用 に直接 関 与す る研
究 と して 、 臨 床 で使 用 され て き た 骨 粗 鬆 症 治 療 薬 で あ る窒 素 含 有 ビス ホ ス フ ォ ネ ー ト
(n-BP)の作 用 が解 明 され て きて い る。FPSの 活性 部位 にn-BPが拮抗 的に 作用 し、 その結
果 、 メバ ロ ン酸 代謝 上 で のFPP量 の減 少 、続 い てGGPSを 介 してのGGPP量 の減 少 、 そ
の結果F化 お よびGG化 タンパ ク質 量 の減 少 がお き、破 骨 細胞 の 増殖 が 抑制 され る。 しか
し、FPSの 阻 害 で は生成 物 で あ るFPPが メバ ロン酸代 謝経 路 上 で の分 岐 点 に位 置 す る こ
とか ら、そ こか ら分 岐 す る複 数 の 下流 代謝 物 の阻 害 を引 き起 こす こ とにな り、 そ の結 果 引
き起 こ され る副 作用 も大 き い と予 想 され る。そ の点 でGGPSを ター ゲ ッ トとす る阻害 が新
た に望 まれ て い る。FPSとGGPSの 高次構 造 と活性 に関 して は 、動 物 か ら植 物 、微 生物 に
わ た るFPS、また 、バ クテ リアや植 物 のGGPSは ホモ ダイ マ ー と して機 能 す る。高等 動物
のGGPSは ホモ オ リゴマ ー と して構 造 が解 析 され て い るが 、何 故 ホモ オ リゴマー を取 るの
か につ い て は未解 明で あ る。
これ らを踏 ま え 、本研 究 で はFPPか らの 分 岐代 謝 を 更に理 解 す る こ と、 また 、FPSの
み な らずGGPSに も焦 点 を 当て た阻 害剤 の開発 をす る こ とを 目標 に、HumanGGPSの オ
リゴマ ー高 次 構造 と活性 の相 関 に関 して詳細 に解 析 した。
第1章HumanGGPS遺 伝 子 とGGPS
HumanGGPSはExon2のORFか ら コ ー ド さ れ て い る が 、Exon1に もshort
peptide(hEx1、45アミ ノ酸)を コ ー ドす るORFが 存 在 す る。この 想 定 され るhEx1がGGPS
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活 性 制 御 に 関 わ る 可 能 性 の 有 無 を 調 べ た。pET31bに ク ロ ー ニ ン グ したhEx1は 大 腸 菌 内
で 発 現 させ た。 発 現 させ た タ グ付 きhEx1は 、 菌 を 破 砕 後 、Niア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム を用 い
て 精 製 し、 そ の 後BrCN分 解 、HPLCに よ る 精 製 後 、 均 一 なhEx1を 得 た 。GGPSに 精 製
したhEx1を 加 え 活 性 を 測 定 した 結 果 、hEx1の添 加 に よ り1.5倍程 度 の 活性 化 が 見 られ た 。
しか し、 酵 素 の 安 定 化 剤 と して 用 い られ る ウ シ 血 清 アル ブ ミ ン 、 界 面 活 性 剤 で あ る オ ク チ
ル チ オ グル コ サ イ ドを加 え た 場 合 に お い て は 、 そ れ ぞ れ4.1倍 、6.5倍 活 性 化 され た 。 こ
れ らの 結 果 よ り、GGPS遺 伝 子 上 のExon1に 想 定 され るhEx1は 、同 じ遺 伝 子 上 に コー ド
され るGGPSの 活 性 制 御 に 大 き く関 連 しな い の で は な い か 、 と結 論 す る。
第2章GGPSの 高 次 構 造 と そ の 変 化2つ の 平 衡 一
HumanGGPSをSuperdex200カ ラ ム に よ る ゲ ル ろ 過 と 、 そ の 各 画 分 のBlue
NativePAGEによ り解 析 し 、 オ ク タ マ ー ・ヘ キ サ マ ー ・ダ イ マ ー の 混 合 体 で あ る こ とが 見
出 され た 。 ま た 、そ の ヘ キ サ マ ー と ダ イ マ ー は そ れ ぞ れ 還 元 剤dithiothreitol(DTT)処理 に
よ っ て オ ク タマ ー へ 変 換 し た 。HumanGGPSをDTTに よ り充 分 還 元 し同 様 に 解 析 した 場
合 に は 、 オ ク タ マ ー が 主 成 分 と して 、 微 量 の ヘ キ サ マ ー と 共 に 検 出 され た 。GGPSの オ ク
タ マ ー 構 造 はbis(sulfosuccinimidyl)subrateを用 い たcross-linking実験 に よ っ て も 支 持
され た 。 ま た 、 オ ク タ マ ー で あ るGGPSは 基 質FPPと[1-14C]IPPによ る 活 性 測 定 に お い
て 、 活 性 体 で あ っ た 。 これ ら の 結 果 は 、溶 液 に お け るGGPS活 性 体 が 、ヘ キ サ マ ー や ダ イ
マ ー で は な くオ ク タ マ ー で あ る こ と を 示 す 。 ま た 、GGPSオ リ ゴマ ー 構 造 に 関 して 、 オ ク
タ マ ー とダ イ マ ー 間 の 酸 化 還 元 を 介 し た 平 衡 と、 オ ク タ マ ー とヘ キ サ マ ー 還 元 体 間 の 平 衡
の 存 在 を示 す 。
第3章 還 元 体 と 酸 化 体GGPSに お け る 高 次 構 造 の 平 衡
活 性 オ ク タ マ ー と不 活 性 ダイ マ ー 問 のHumanGGPSの 酸 化 還 元 に依 存 す る 変 換 に 関 し
て 、WiIdType(WT)GGPSの3つ のCys残 基(Cys138,Cys20s,Cys247)をそ れ ぞ れSerに 置
換 した シ ン グル 変 異 体 、ダ ブ ル 変 異 体 、 ト リプ ル 変 異 体 を 用 い て 研 究 した。還 元 条 件 下 で 、
C138S、C205S、C138S/C205S変異 体 はWTと 同 様 に オ ク タ マ ー と して 存 在 して い た 。
C247S、C138SIC247S変異 体 は 主 に ヘ キ サ マ ー と し て 、 一 方 、C205SIC247S、
C138SIC205SIC247S変異 体 は ダ イ マ ー と して 存 在 して い た 。 そ れ に 対 し、 酸 化 条 件 下 に
お い てC138S変 異 体 は 、 非 還 元 条 件SDS・PAGEで32kDaの タ ンパ ク 質 バ ン ドと して 移
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動 す る不 活 性 ダ イ マ ー と して 存 在 した。 同 様 の タ ンパ ク質 バ ン ドは 、 酸 化 され たWTの 不
活 性 ダ イ マ ー 画 分 に お い て も観 察 され た 。 酸 化 され たWTとC138S変 異 体 に お い て 観 察
され た32kDaの タ ン パ ク質 の トリプ シ ン 消 化 ペ プ チ ドを解 析 したMALDI・TOFMSに よ
り、Cys20sとCys247のジ ス ル フ ィ ドを含 む ペ プ チ ドに 対 応 す る ピ ー ク(m/23,234)が観 察 さ
れ た 。 っ ま り、 これ らの 結 果 は 、Cys205とCys247のredoxswitchがGGPSの活 性 不 活 性
状 態 を コ ン トロ ー ル して い る こ と を 示 唆 す る。
第4章 還 元 体GGPSに お け る 高 次 構 造 の 平 衡
還 元 条 件 下 に お い て 、 活 性 体 の オ ク タ マ ー の み な ら ず ヘ キ サ マ ー と し て の 高 次 構 造
GGPSが わ ず か に 存 在 し て い る 。ま た 、2006年に 且umanGGPSの 結 晶 構 造 が オ ク タ マ ー
で は な く ヘ キ サ マ ー と し て 解 析 さ れ た(KathrynetaLJ.BfoZChem,281(31),
22004-22012)。こ の 還 元 体GGPSヘ キ サ マ ー が 活 性 体 な の か ど うか 、ま た 還 元 体 オ ク タ マ
ー とヘ キ サ マ ー 問 を 支 配 す る 何 ら か の 因 子 に つ い て 理 解 す る た め に 、BlueNativePAGE
法 に よ り、GGPSオ リ ゴマ ー 構 造 に 対 す る タ ン パ ク質 濃 度 依 存 性 、pH依 存 性 、Mgイ オ ン
濃 度 依 存 性 、 基 質 濃 度 依 存 性 に つ い て 調 べ た 。 結 果 、 タ ンパ ク 質 濃 度(10ng-50mg/m1)、
pH6-10、Mgイオ ン濃 度(2.5-200mM)、基 質FPP濃 度(2.5-200μM)、基 質IPP濃 度(2.5-200
μM)、基 質IPP(2,5-200pM)+FPP(20pM)濃度 に お い て 、 オ ク タマ ー とヘ キ サ マ ー の 平 衡
は 大 き く変 わ らず に オ ク タ マ ー が 主 成 分 で あ っ た 。 タ ンパ ク 質 濃 度 に お い て オ ク タ マ ー:
ヘ キ サ マ ー=5 .8:1程度 の 量 比 で 存 在 して お り、 そ の 存 在 モ ル 比 は オ ク タ マ ー:ヘ キ サ マ
ー=4 .3:1であ っ た 。これ らの 結 果 か ら 、還 元 体 で の 高 次 構 造 の 平 衡 を支 配 す る要 因 がpH、
Mgイ オ ン 濃 度 、 基 質 濃 度 以 外 に あ る と結 論 す る。
総 括 ・考 察
FPPか らの分 岐 酵 素の 一つ で あ るHumanGGPSに 関 して 、FPSとは異 な り、高 次構 造
変換 を伴 う活 性 不活 性 の変 換 が あ り、 それ は 可逆 で あ る こ とが証 明 され た。今 回 明 らか に
したCys205とCys247に相 当す るCys残 基 に着 目 した場 合 、種 々 の生物 のGGPS一 次配 列
の比 較 か ら、魚 類 よ りも高等 動物 にお いて 、この高 次構 造 変i換を伴 うredoxswitchが使 わ
れ てい る可能 性 が あ る。 また 、GGPSに 焦点 を 当て た阻 害剤 開発 とい う点 で は、 活性 部位
を ター ゲ ッ トと した従 来 の拮 抗 阻 害 戦略 の み な らず 、酸化 還 元 的 に変換 す るGGPS高 次 構
造 を ター ゲ ッ トとす る新 しい阻 害 戦略 が 有効 であ る。
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論文審査結果の要旨
宮城 ゆき乃君は、高等動物でのゲラニル ゲラニル ニ リン酸合成酵素(GGPS)に 焦点を当て、
研究を行った。 この動物酵素は、既 に解明されてきている鎖延長酵素(FPSやGGPS)が
ホモダイマーであるのに対 し、ホモ オ リゴマーであるとされている。動物のGGPSだ けが
高次構造を とることが、この酵素の触媒す るFPPか らのGGPP合 成での制御 と関連 しているのか、
また、この高次構造をターゲ ッ トとす る骨粗鬆症に対する阻害治療薬の開発 も望まれてお り、
構造 と活性の相 関に関してその解明が期待 されていた。
第一章:GGPS遺伝子構造の解析か ら、exon2,3,4にコー ドされ るタンパ ク質が
GGPSサブユニ ッ トー単位 に相当す るが、exon1にもコー ドされる短いペプチ ドが存在する。
その短鎖のペ プチ ドを発現 させ精製 し、そのGGPSに 対する効果 を調べている。そのペプチ
ドの効果はなか ったが、GGPSの活性化に関与す る未知の因子の存在を提示 した。
第二章:GGPSの ゲルろ過 クロマ トグラフィー、blue^native電気泳動法そしてクロス リンク
分析法から、GGPSオ リゴマー構造にたい して、ダイマー構造 とオ リゴマー構造間で酸化還元を伴 う
平衡の存在、そ して還元体オ リゴマー間においてもその平衡の存在を初めて明 らかに した。
第三章 と第 四章;第 二章で提示 した平衡 の存在について更に深 く研究 している。酸化還元を
伴 う平衡に関 してシステイン変異体を用いて以下の結果を得ている。(1)cys205とCys247が還元
スルフ ヒ ドリル状態にある とき還元オ リゴマー として存在す る。(2)こ の二つが酸化 されジスルフィ ド
結合 した ときオ リゴマー構造はダイマーへ と構造が変化 しそのダイマー状態では酵素/謝生が発現 しない。
(3)この酸化還元に伴 う構造変化は可逆である。(4)cys205とcys247の二重変異体は活性な
ダイマー構造である。 もう一つ の還元体オ リゴマー問の平衡に関 しては最近提唱 されている
タンパ ク質 のモル ヒイ ン概念を取 り入れ考察 している。
これ らの研 究により、メバ ロン酸代謝系での中間体FPPか らの分岐に位置するGGPSが
少な くとも酸化還元 を通 してその不活性 ダイマー と活性オ リゴマー とい うダイナ ミックな変換 を行 い、
オ リゴマー構造 とい う高次構造がある因子により更に活 腔化 を受ける可能性があるとい うことを提示で
きた。 このよ うに、高等動物でのGGPSに 関す る新事実が明らかにされ得た ことは、宮城 ゆき乃君が
自立 して研究活動 を行 うに必要な高度の研究能力と学識 を有す ることを示 している。 したがって、宮城
ゆき乃君提出の論文は、博士(生 命科学)の 博士論文 として合格 と認める。
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